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Fraction Immunogene active a I'egard dea bllharzloses, aa preparation, compositions tmmunlsantes (a contenant 



La present© Invention est relative a una fraction immuno- 
gene active a regard das bllharzloses. 

Cette glycoproteins extraite da I'hemocyanlne d'un mollus- 
qua, se caractertsa en ce que aa fraction glucldlqua repre- 
santa 5 a 25 <Vb de la molecule de glycoprotaine at en ce qua la 
composition molaire de ladito fraction glucWIque (calculee sur 
la base de 3 residua de mannose) est sensiblement la suivante : 
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Description 

FRACTION JMMUNOGENE ACTIVE A REGARD DES B1LHARZ10SES, SA PREPARATION, COMPOSITIONS 

IMMUNISANTES LA CONTENANT. 

L Brevet francais No 8606281 du 30 Avril 1986 dScnt une glycoproteins extraite d'hemocyanine de 
5 Megathura crenulata, designee en abrege "KiM" et son epitope oligosacharidique. II est montre dans ce 
Brevet que ladite glycoproteine presente les memes proprtetSs antlgeniques que I'antigene 38 KD isoie de ta 
surface des schistosomas de Schistosoma mansonl et que I'antigene 38 KD du schlstosomule et 
rhemocyanlne de Megathura crenulata contiennent tous deux le meme oligosaccharide qui est ['epitope 
oiigosaccharidique precite, lequel est reconnu par un antfcorps monoclonal protecteur comme etant I'epitope 
10 responsable du pouvofr antf-gem'que de Tantigene 38 KD de schlstosomule et de la KLH, I'anticorps 
monoclonal protecteur etant obtenu a partlr de Phybridome IPL Sm1 Identifie dans la Demande de Brevet 
precise. 

La presente Invention a pour but de determiner ia structure chimlque de la glycoproteins et de son epitope 
oiigosaccharidique, qui font t'objet du Brevet francais precfte et de permettre d'en realiser (a synthase, 
15 La presente invention a pour objet une glycoproteine extraite de KLH (hemocyanine de Megathura 
crenulata) qui est caracterisee en ce que sa fraction glucidique represents 5 a 5 ( 25o/o de la molecule de 
glycoproteine et en ce que la composition molaire de ladite fraction glucidique (calculee sur la base de 3 
residus de mannose) est sensfblement la suivante : 



Hesidus monosaccharidicpies 



Mannose 


3 


Galactose 


3 & 4 


Pucose 


2 a 5 


Glucose 


2 dfc 0,2 


Xylose 


0,5 - 1 


H-ac etylglucosamine 


3-4 


^-acetylgalactosamine 


2 ± 0,3 



35 

Les monosaccharides qui constituent la fraction glucidique de ia KLH ont ete Identifies et doses par 
chromatographie en phase gazeuse associee a la spectrom6trie de masse, ce qui a permis de constater 
('absence de monosaccharides 0~methyI6s dans ladite fraction glucidique. 

La presente invention a egafement pour objet la fraction glycannique Isolee de fa glycoproteine precltee, 
40 extraite de KLH par proteolyse par la pronase et purification du prodult d'hydrolyse par chromatographie de 
gel-fJitration pour recueillir le produit du pic majeur obtenu, dont Ta composition en glucides (calculee sur la 
base de 3 residus de mannose) est sensiblement la suivante : 

4$ Nbre/residus monosaccharldiques 



Mannose 5 

Galactose 4 

so Pucose 1,6 

Glucose 4. 

Xylose • o,23 

55 IT-acitylglucosamine 3,3 

F-ac§tylgalactosamine 2 



La presente invention a en outre pour objet un glycanne de synthese sensiblement identique au glycanne 
extrait de la KLH et au glycanne de Tantigene 38 KD de S. mansonl, qui est caracterise en c qu'il presente au 
moins Tune des structures prirnaires suivantes : 
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Giycannes de N^fycosy lDrot&nflg 
Man (a 1-3) 



Xyl(B l-2)_ Man(6 M)clcMc(B M)GlcNAc(fi ,. N)Afin 

Flic 
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CalNAc 2 
CIcKAc 



1-2 



Cal 
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1-4 
1-2 
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Man(ol-3X 



\ 



Man (01-6/ 



0-1,6 



Fuc 



(III 



15 



20 



■ • o*l f 3 ou 6 



(Fuc) 



0-! 



*yl(0 



Man(cl 
0-4 
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luc 



(nil 



35 



30 



35 



C«lXAc(fil-4)GlcllAc(81-2 1 4 ouQ 
|a-l,3 ou 6 

(Fuc) 

0-1 



Han(ai-3) 

Xyl(Bl^)^M aa (6l^) C i c ^ (B1 ^ )cl< ^ c{0NlOA 



Man (o 1-6 
0-4 



/ 



a-l f 6 



Fut 
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Glycannes de O-glycosylprotgines. 
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Fwc 



1-2 
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L'activite antigenique des gfycannes Isolds de KLH ou obtenus par synthase a ef6 evaluee a i'aide de la 
sonde monoclonaie specfflque de la molecule 38 KD, a savoir les anticorps (PL Sml utilises dans le Brevet 
francais mentionne plus haut par la technique d'inhibttion de la fixation de i'anticorps fPL Sm1 marque a I'iode 
125, respectivement sur la glycoproteine extraite de KLH et sur le glycanne de synthase conforme a la 
presente invention, par les sferums d'animaux immunises par ta KLH. Les resultats obtenus sont presents a la 
Figure 1 annexee et font apparattre que les anticorps produits au cours d'une telle immunisation induisent des 
taux d'lnhibition identiques a ceux observes respectivement pour les senjms defection, pour Tanticorps IPL 
Sm1 "froid", pour la KLH purifiee ou pour Tantigene cible 38 KD. 

Cette demonstration de I'acth/ite inhibitrice de la fraction glycannique identifiee conformement a la presente 
invention, vis-a-vis de Pantlcorps monoclonal dirige contre Tantigene38 KD de Schistosoma mansonl et contre 
la glycoproteine extraite de I'hemocyanine de Megathura crenulata, vient confirmer de facon definitive les 
travaux precedents qui concluaient au fait que ('epitope de Tantigene de surface 38 KD devait etre au moins en 
partie glycannique [FEBS LETTERS, DISSOUS et CAPRON, 162 (1983) p. 355-359 et MOLECULAR AND 
BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, DISSOUS et AI-, 16 (1985), p. 277-288]. 

La presente invention a, en consequence, egalement pour objet d s serums protecteurs a regard d s 
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approprle. tel que Pethanol nolJmem. "** d9 ' a par P**** par 2 £SS&5 

Selon un mode de mlse en oeavra nrt«r A ^ , a«« precipitant 



10 



IS 



20 



0»»Ol-4)OlcHAc(#l-4) 
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de Invention, dont Hs ne constituent en aucune maniere une limitation. 
EXEMPLES 

rapport enzyme/substratdei™^^^ la pronase dans un 

a une temperature de 40»C, a*H 8 2 pendant urTdutf 1 ^1 ^ B .' a ' ,a r6action estrealisee 
IsoleparprecipitatlonpardelSioT 8 48 heUr6a U produit da ,a P^olyse est 

La reaction de proteose suivie de precipitation, est reoetee den* fni« a n.o, 

piST" •**"•>* »*" °— « * *»« «. .nco™ » . „ ^ eM „ 

J^SSlSs? 01 *' «*«•■»'• a"-*,**. Ml phase gazeuse couples a b 

Brevetfrancals No 8606281 dejacite. SyCanne • Comme daonl P° ur ,a KLH et I'antigene 38 KD dans le 

*S$5L*2!SS? ^ 9lyCanne8 ° 0n,0nneS 4 nnverrtfon ™on a partir de KLH ou de 

™°Cpendacrt6h.Ureactionest^^^^ Mestmaintenuea 
U fraction glucidique est purifies par geKSn S uV Ltt^V^ q ^ q ^ 0bt ^ Im ^ d ^ 
N-rteoetylation des oligosaccharides en IS^bS^^S^!, r6a " s6e par Ve * u - ^ 

qui se fait en presence de NaOH 0,1 M - raS^M a atn. 00 de 80dique 

g||tL3-Tests de cauterisation de ractMte an«genique des giycannes confcmes a h presents 

a > Preparation de la phase solids 

moSaiT'^ «**» * » ^corps 

^•Cettemethodolog^^^^ 

plaques sont lavees 3fois par200 ul da Tumnnn .T^.* h« .F ^ Apr6s 2 h de contact a 20° C, les 
(BSA). et saturees xinJSSS&ES tSSSSSSTS^ ^^^albumineboWnl 
plaques sont ensuite lavees 3 fols en taShlXe WmMOi Jr^^ ?1 Tamp0n phosphate - Les 
membranaire de schistosomule obtenTselon la Snta£22! S^SU ~ t6eS par 100 # d ' un 
Parasitol. (1981), 3, pages 215-225 «i»iuT«*^«S2 ? * ^ D,SS0US et dans Wfol. Biochem. 
d-incubatldn a 3>Cet 3 Mnsnr aoc t £ ^"W 1 ? a ™ P our °haque alveole). AnteSh 
pour la reaction dWibitfoa ^ nP °" Pn0Sp " ate 10 ^ % Bs *. Plaques sont pretes 

b) Reaction d'inhibftion 

Clnquante microlitres d'antlcorps IPLSml marque a node 125 fimnm , ■« 
differentesfract^ 50 n» et 50 pi des 

temoins KLH deglycosylee (DKLH) anticoros IP^ 

plaques sont alors* lavees ^^SK K^tK^ 1 " tST* PU ' S 1 nUft * 4 ^ Le * 
separement au compteur gamma. P nos P*ate 10 mM 0,1 o/ 0 de BSA. et les alveoles comptes 

°) Expression des resultats 

Le pourcentage d'inhibition de fixation de I'anticoros IPLSml p«t . - 
lequel f s 50 0 d'IPLSmI marque sont fncubes J P ^ negatif dans 

BSA, et est represents a la Fig. 1 annexee P resence d * 50 pi de Tampon phosphate 10 mM 0,1 o/ 0 de 
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2o : Technique d'inhfbftlon de la fixation de I'anticorps IPLSml sur Ch6mocyantne de Megathuracrenufatapar 
les oligosaccharides extraits de rhemocyanlne de Megathura crenulata . 

Cette technique radfoimmunologique n phase solide st directement inspires de fa methode devaluation 
de inhibition de la fixation de I'anticorps IPLSml a son antigene clble 38 kD. Dans ce cas particuli r, ia phas 
solide est constitue par des plaques de polyvinyle pr6alablement traltees par de la KLH. 5 

a) Phase solide 

Chaque alveole de plaque depotyvinyle est traltee par 100 uj d'une solution de KLH a 10 jig/ml. en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 °/o de BSA pendant 2 h a 20° C. Les plaques sont ensuite lavees 3 fois en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 <Vo de BSA et saturees par une solution a 29/6 de BSA dans le Tampon phosphate 10 10 
mM, 30 minutes a 20°C (200 uJ par alveole). L'exces de BSA est ellmine grace a 3 lavages (200 ui par alveole) 
en Tampon phosphate 10 mM 0,1 0/0 de BSA. 

b) Reaction d'inhlbltion 

Elie est reatlsee dans les memes conditions que celles definies dans le cas du test d'inhibition de ia fixation 15 
de i'anticorps IPLSml a son antigene 36 kD decrit au 1° du present Exemple, et ses resuitats sont representee 
a ta Fig. 2 annexee, 

EXEMPLE 4 - Preparation de neoglycoproteines cortformes a ia presents invention. 

20 

I - Par coupiage d'oligosaccharfdes et de protefnes. 

Le coupiage ollgosaccharide-prot&ne peut etre realise seton les protocoies experimentaux suivants, ta 
proline utilisee etant soit 1'anatoxine tetanique, soft des fragments peptidiques de synthese de ('antigene 38 
kD . 

- 25 

1o) Methode de Gray (Gray G.R., Methods in Enzymology, 1979, Colowick and Kaplan ed., Acad. Press, 
p. 155-162). 

Le prlncipe de la methode repose sur le fait que te cyanoborohydrure de sodium reduit alsement les bases 
de Schiff resultant de la condensation d'un oligosaccharide avec une amine prlmaire, tout en etant sans action 
sur les fonctions carbonyi. 30 



R^CHO £ R-CH = iSH-R 2 BH 3° N ^ R^CI^-NH^ 

Le protocole experimental comprend les etapes suivantes : 0,5 u,mol de protide, 150 u.mol d'oligosaccharide 
et 0,8 mmol de cyanoborohydrure de sodium sont dissous dans 2,5 mt de tampon phosphate de potassium 0,2 
M (pH 8) et la solution est maintenue a 37°C pendant 10 jours. 

La solution est ensuite diafysee contre de Peau distlltee, puis soumise a une chromatographie sur Bio-gel 
P-6. 

Le nombre de resldus oligosaccharidiques couples sur la protelne est ensuite determine par un dosage 
colorimetrique. II est gdneralement de I'ordre de 15 a 20 glycannes par molecule de protelne. 

2°) Methode de Zopfetal . (Zopf, D.A., Tsai C-M et Ginsburg V., Methods In Enzymology, 1978, Colowick and 
Kaplan ed. Acad, Press, p. 163-169). 

Cette methode a le merite d'etre applicable a de faibles quantites de substrats. ^oligosaccharide est tout 
d'abord couple a la J 5-(p-aminoph6nyi) ethylamlne, en presence de borohydrure de sodium. Le derive 
oligosaccharidephenethylamine est ensuite couple au protide par i'interrnedtaire d'un diazoique. 

a) Preparation de I'oHgosacchartde-phenethytamlne 

10 mg d'oligosaccharide sont ajoutes a 0,1 ml de j9-(p-aminophenyl)ethyiamlne et fa solution est agitee 
pendant 15 h dans un tube scelle a temperature ambiante, 

L'alkylglycoside est obtenu par ('addition de 0,2 ml d'alcool renfermant 3 mg de borohydrure de sodium, 
puis (sole par chromatographie sur Bio-gel P-2. 

b) Coupiage du derive ollgosaccharide-phenethylamine avec un protide . 

A une solution de 10 umol d'oligosacchartde-phenethylamine dans 2 ml d'eau sont ajoutes successivement 
0,8 ml d'HCL 0,1 N et 0,6 ml d'une solution de nitrite de sodium a 2 mg/ml. 

Apres 30 minutes de reaction, fe melange est lentement ajoute a 6 ml d'une solution de protelne (0,8 ujtioI) 
dans NaOH 0,05 N. Apres 4 h de reaction, le prodult de coupiage est dialyse, puis purrf}6 sur Bio-get P-6. 

Le rapport sucre : protelne peut atteindre 15 a 20. 
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II - Par couplage de glycopeptides et de prolines 

10Q mg de protelnes sont dissous dans 10 ml de tampon borat de pH 9,5, A fa solution refroidi a\ 0°C, on 
ajoute 0,2 mt de toluene-2,4 diisocyanate (TOIC). Le melange est agite 30 minutes a 0°C, tafsse une nuit a 4° C 
et centrifuge pour sedimenter Pexces de TDIC. 

Le surnageant est recueilfi, agite encore 1 h a 0 o C ( centrifuge, si nScessaire, puis ajoute" a 10 ml de tarn pon 
borate pH 9,5 contenant 10 a 20 micromoles de glycopeptides. Le melange est agite 1 h a 37° C, diaiyse contre 
du carbonate d'ammonium 0,1 M (48 h), puis contre de I'eau distillee avant d'etre lyophilise. 

La quantity de glycopeptides cpnjugues a la protefne est d6terminee par un dosage colorfmetrique des 
glucfdes. 

Ce procedS est adaptd de ceiul de Schick A.F. et Singer S.J. (J. BioL Chem 236 (1961) 2477-2485). 



Revendlcations 

1 - Glycoproteine extraite de i'hemocyanlne d'un moilusque tel que Megathura crenulata (ou KLH), 
caracterisee en ce que sa fraction glucidique represente 5 a5,25 % de la molecule de glycoproteine et en 
ce que la composition molalre de ladite fraction glucidique (calculee sur la base de 3 residus de mannose) 
est sensiblement la suivant : 



Residus monosaccharidiques 



Mannose 


3 






Galactose 


3 


a 


4 


Fucose 


2 


a 


3 


Glucose 


2 


± 


0,2 


Xylose 


0, 


5 


- 1 


N-ac£tylglucosamine 


3 




4 


N-ac6tylgalactosamine 


2 


± 


0.3 



2.- Fraction glycopeptidfque isolee de la glycoproteine selon la Revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue par proteolyse de la KLH suMe d'un traitement de purification du produit de 
proteolyse par chromatographie de gel-filtration, pour obtenir un produit purffie dont la composition en 
glucfdes (calculee sur la base de 3 residus de mannose) est sensiblement la suivante : 

Nbre/rdsidus monosaccharidiques 



Mannose 


3 




Galactose 


4 




Fucose 


1, 


.6 


Glucose 


4 




Xylose 


°' 


23 


N-acdtylglucosamine 


3, 


3 


N-acetylgalactosamine 


2 





3-. Fraction glycannique isolee de KLH selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle est obtenue 
par traitement alcalin de KLH ou des ses glycopeptides, sulvie d'une N-reacetylation et de purifications 
surBiogeiP-2. 

4.- Giycanne de synthese, caracterisee en ce qu'il est sensiblement identique a la fraction glycannique 
seion la Revendication 3 et au giycanne de I'antfgene 36 KD de S, mansoni et en ce qu'il presente au 
moins Tune des structures primaires suivantes : 
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*i0i-» — H. n (e,-, )clcKAc(fi) . 4)clcKAc(ei ^ )AiB 

Io-),6 



(2) 



Flic 



ClcHAc 



1-2 



M 
fuc 



1-4 



1-2 



Man (a J -J) 



(II) 



^)CUlUc(B|.2 # 4 ou 6) 
(Fuc) 

0-1 



0-4 



\ 



»«l-*)CleIUe«|- <)cleSAe(e| . 



•-•.6 



Fue 



(III) 
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MXAc(»M)ClcMc(ll-»3 a 4 
0-1 



XyHll.2)^Kia(eJ-4>ClcWt(61-i>CleRAc(l]*J()A 

IIV) 



W 0-4 



CU«Ac^ 2 



C*l($t-3)Cill!Ae(ftl-5)Ser(Thr) 



5-. Glycanne caracterise en ce qu'il se compose de fucose, de galactose, de xylose, de mannose, de 
N-acetyl-glucosamine, de N-ac6tyfgalactosamlne et en ce qu'il presents la staicture primaire (VI) suivante 



Fucfoi-3), 
G • l(P t - 4 )GtcHAc(ft 1 - 4 \ 



\ 



G«l(«l-4]GlcNAc( 
Fuct«-2)G»i| fl i-3>G«WA*(pl-4)GlcNAc{»l-2)Manto 1-6 



G«Kpl-4jGllcNAc<P 1-6) 

J 




Msn( I l-4)GlcKAc(» i-4)GIcNAc( ft l)Asn 
ful<« t~6) 

(VI) 



6. - Glycanne selon Tune quelconque des Revendications 1, 3 et4, caracterise en ce qu'il est reconnu 
par un anticorps monoclonal speclfique de fa molecule 38 KD. 

7. - Serum protecteur a regard des infections par Schistosoma mansoni, caract6rise en ce qu'il est 
constitue par un serum de mammifere immunise par la fraction glycoproteique selon fa Revendication 1 
ou par son epitope glycannique selon Tun quelconque des Revendications 2 a 6. 

8. - Composition immunogene, caracterise en ce qu*elle contlent en tant que constituant actif une 
quantity suffisante de la glycoproteine selon ta Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon Tune 
quelconque des Revendications 2 a 6, eventuellement associate) a un adjuvant convenable. 

9. - Vaccin contre les bilharzioses, caract6ris6 en ce qu'il contient une quanttte vacclnante active de fa 
glycoproteine selon ia Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon Tune quelconque des 
Revendications 2 a 6, 

10. - Agent immunisant, caracterise en ce qu'H est constitue par un complexe form& par ie couplage 
d'anticorps anti-idiotypes specifiques d'anticorps monoclonaux antiSchistosoma mansoni, a la 
glycoproteine selon la Revendication 1 ou a son epitope glycannique selon Tune quelconque des 
Revendications 2 a 4. 

11. - Reactif de diagnostic apte a etre utilise pour ia sero6pidemiofogie des bilharzioses, caracterise en 
ce que son constituant principal est la glycoproteine selon la Revendication 1 ou son epitope glycannique 
sefon Tune quelconque des Revendications 2 a 4. 

12. - Application de la glycoprotein selon ia Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon I'une 
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quelconque des Revendlcations 2 a 4, a la preparation de neogiycoprotelnes. 

13. - Procede de preparation de la glycoproteine selon la R vendicatfon 1, caracterise en ce qu'll 
consiste a soum ttre de I'hemocyanlne de Megathura crenulata a au moins un traftement de proteolyse 
par la pronase et a isoler le produit de la proteolys par precipitation par un agent precipitant approprie, 

tel que I'ethanol notamment. .5 

14. - Procede de preparation du glycopeptide selon la Revendication 2, caracterise en ce que le produit 
de proteolyse Isole par precipitation conformement a la Revendication 13 est soumis a un traftement de 
purification approprie, de preference a un traltement de purification par chromato graphle de gel-filtration, 
apres quo! la fraction eluee presentant le pic majeur est isolee par precipitation, pour fournir une fraction 
glycopeptidlque purtfiee. 10 

15. - Procede de preparation d'un glycanne selon ia Revendication 3, caracterise en ce qu'll realise 
Thydroryse alcaline de KLH ou de ses glycopeptldes suivie d'une N-reacylatlon et d'une purification par 
chromatographic de tamlsage moleculalre. 

16. Proced6 de preparation d'une neogfycoproteine selon la Revendication 12, caracterise en ce qu'un 
glycopeptide ou un glycanne selon I'une quelconque des Revendlcations 2, 3 ou 4, est condense avec un 15 
peptide nature! ou synthetlque approprie presentant une actfvfte antfgenlque complementalre de 
Tactivite dudtt glycanne. 

17. - Procede selon la Revendication 16, caracterise en ce que ia condensation desdits glycopeptldes et 
glycannes avec des peptides appropries est reallsee par couplage. 

18. - Procede sefon I'une quelconque des Revendlcations 16 et 17, caractdrise en ce que le peptide est 20 
chofsl dans le groupe qui comprend I'anatoxtne tetanlque et/ou des peptides de synthase derives de la 
protelne28kD. 

1 9. - Neogiycoprotelnes, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues par application de la Revendication 
12, en mettant en oeuvre le procede selon I'une quelconque des Revendlcations 16 a 18. 
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